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N° 32. H. Ursprung, G. E. Graf! und G. Anders, Zürich. 
— Experimentell ausgelöste Bildung von rotem Pig- 
ment ın den Malpighischen Gefässen von Drosophila 
melanogaster. (Mit 2 Textabbildungen.) 


(Aus dem Zoologisch-vergl. anatomischen Institut der Universität 
Zürich ?.) | 


EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG 


Im Laufe von Untersuchungen mit anderer Problemstellung 
implantierten wir UV-bestrahlte Malpighische Gefässe aus Droso- 
phila-Larven des späten dritten Stadiums in die Körperhöhle gleich- 
alteriger Wirtstiere. Bei der Sektion der metamorphosierten Fliegen 
konnte man in den Implantaten regelmässig rote Körner unter- 
schiedlicher Grösse feststellen, die schon mit blossem Auge durch 
die Bauchwand der Wirte sichtbar waren. Diese Beobachtung schien 
uns von Interesse besonders mit Rücksicht auf die Mutante „red“, 
die durch rote Malpighische Gefäss gekennzeichnet ist (red J/alpi- 
ghian tubules 3-55.5 +; I. I. Oster (1954), AsLaksen und Haporn 
(IS). 

Für die vorliegende Untersuchung stellte sıch erstens dıe Frage 
nach der Natur der Pigmentkörner (I). Zweitens interessierten uns 
die experimentellen Möglichkeiten, die zur Bildung des roten Pig- 
mentes führen (II), und drittens fragten wir nach Ort und Hergang 
ihrer Entstehung (III, IV). 


I. Die NATUR DER ROTEN PIGMENTKORNER 


a) Transplantationsexperimente 
1. Methode. 


Die Malpighischen Gefässe wurden in Holtfreterlösung aus 
Larven des späten dritten Stadiums herauspräpariert. Mit feinen 
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Pinzetten wurden sie sodann an die Oberfläche des Holtfreter- 
tropfens gebracht und in dieser Lage von oben her während 
4 Minuten bestrahlt. Als Bestrahlungsquelle diente eine „Hanovia 
Chromatolite“-Analysenlampe; 80% der emittierten Strahlung hat 
die Wellenlänge 254 mu; das verwendete Filter hatte eine Durch- 
lassigkeit von 13% bei 254 mu; Abstand zwischen Objekt und Filter 
3 em; Wechselstrom 220 + 0.2 Volt. Nach der Bestrahlung wurden 
die Gefässe wieder in die Holtfreterlösung eingetaucht und dann 
paarweise in gleichalterige Wirtslarven implantiert. Mechanische 
Schädigung der Gefässe bei Sektion und Transplantation wurde 
sorgfältig vermieden. Die Kontrollen erfuhren die gleiche Behand- 
lung, mit Ausnahme der Bestrahlung. Bis zur Implantation blieben 
die Gefässe höchstens 45 Minuten in der Lösung. 1—2 Tage nach 
dem Schlüpfen der Fliegen wurden die Implantate aus den Wirts- 
abdomina entnommen. Pro Versuchsanordnung untersuchten wir 
10 Implantate; bei positivem Ergebnis fanden wir die roten Pig- 
mentkörner regelmässig ın sämtlichen verpflanzten Malpighischen 
Gefässen. Wenn eine Versuchsserie kein rotes Pigment in den 
Implantaten ergab, so wiederholten wir das Experiment an weiteren 
10 Tieren; negative Ergebnisse stützen sich also auf 20 Implantate. 


2. Ergebnisse. 


Die Tabelle (S. 451) gibt eine Übersicht über Experimente und 
Resultate. Zunächst sehen wir, dass unbehandelte Malpighische 
Gefässe des Wildstammes Sevelen, in Larven des gleichen Genotyps 
transplantiert, keine roten Granula ausbilden (A, Kontrollversuche). 
\Verden die Gefässe vor der Transplantation mit kurzwelligem UV 
bestrahlt, so findet man in den Implantaten regelmässig rotes 
Pıgment (B); die Gefässe sind überdies meist in kleine Stücke zer- 
fallen. In Versuchsanordnung C sind bestrahlte Malpighische Gefässe 
des Wildstammes Sevelen in Larven eines vermilion-Stammes (¢) 
transplantiert worden und haben rotes Pigment gebildet. Dasselbe 
gilt für die reziproke Versuchsanordnung (D). Hingegen entstehen 
ın den Malpighischen Gefässen des v-Stammes nach Bestrahlung 
keine roten Pigmentkörner, wenn man sie in o-Wirte verpflanzt 
(Ic). Nun ist bekannt, dass in Tieren des vermilion-Genotyps die 
Ommochromsynthese im Schritt Tryptophan — Kynurenin blok- 
kiert ist (Zusammenfassung bei Künn, 1956). In Versuchsserie F 
brachten wir deshalb bestrahlte Malpighische Gefässe aus v-Larven 
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in eine mit Kynurenin gesättigte Holtfreterlösung und transplan- 
tierten sie in ¢-Wirte. Dabei konnten wir den Wirtstieren gleich- 
zeitig mit den Malpighischen Gefässen eine kleine Menge Kynurenin 
injizieren. Bei der Sektion der Fliegen dieser Serie fanden wir in 


TABELLE 


Ergebnisse der Transplantationsexperimente bei verschiedener Schädigung. 




















Behandlung. a iron Zustand 
Serie |Spender der Implantate rotem der Implantate 
; i Pigment 
| 
A 5 = if = intakt | 
B _ 4 Min. UV + +++ desintegriert | 
a2 + : eee ae , | 
D o 7 ln 5 
E g „ v >> „ | 
F o 4 Min. UV + Kynurenin o + 7 
G + 4 Min. UV en +++ ee 
H en » Ze oe = 
I en a cn — X 
K en 4 Min. UV + en ++ l 
3-Oxykynurenin 
L w 4 Min. UV w — u 
M w „ + Da: > 
N z $ w NEST l 3» 
O oF 5 w Mr ala $ 
P ry . ia ann 3 
Q ry = | 5 
R ry — ry -— intakt 
S -= 1 Min. UV + j++ Af intakt, auch in 10 
| Tage alten Imagines 
T + 1, Min. UV + — intakt 
w + in 6 Teile zerschnitten + ++ desintegriert 
V | == 40 Min. H,O dest. + +++ $ 
W + | 20 Min. Oberflächen- - = + desintegriert 
spannung 
N 2- 4 Min. Oberflächen- +- — intakt 
spannung 
den Implantaten wiederum rote Granula. — Wenn wir bestrahlte 


Malpighische Gefässe aus cinnabar-Larven (cn) in en-Wirte ver- 
pflanzen, so finden wir in den Implantaten nie rotes Pigment (I). 
Bekanntlich können Tiere eines cn-Stammes den Syntheseschritt 
Kynurenin —> 3-Oxykynurenin nicht ausführen und deshalb 
keine Ommochrome bilden (Zusammenfassung bei Künx, 1956). 
Injizieren wir nun einem cn-Wirt nach der soeben geschilderten 
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Methode gleichzeitig mit den bestrahlten cn- Gefässen eine kleine 
Menge 3-Oxykynurenin, so können diese die roten Pigmentbrocken 
ausbilden (K). Erwartungsgemäss verlaufen entsprechende Expe- 
rımente zwischen Wildstamm und cn-Stamm immer positiv, da 
jeweilen entweder das Implantat, oder der Wirt die Ommochrom- 
vorstufe enthält (G, H). — Diese Feststellungen scheinen die 
Annahme zu rechtfertigen, dass es sich bei dem roten Pigment um 
Ommochrome handelt. 

Es schien weiter von Interesse, auch die Mutante white (w) in 
die Transplantationsexperimente einzubeziehen. Die Augen-Imagi- 
nalscheiben von w-Larven verhalten sich im Transplantat völlig 
autonom (Epurussi et BEADLE, 1937 a, b). Die Serien L und M 
zeigen, dass bestrahlte Malpighische Gefässe des white-Genotyps 
weder im Wildtyp, noch in einem w-Wirt rotes Pigment ausbilden 
können. Das autonome Verhalten trifft also auch für die Malpi- 
ghischen Gefässe zu. Man könnte einwenden, das Ausbleiben der 
Pıgmentbildung beruhe auf ungenügender Absorption des ultra- 
violetten Lichts durch die Gefässe des w-Stammes; der Zerfall der 
Implantate weist jedoch darauf hin, dass Absorption stattgefunden 
hat. Bestrahlte Malpighische Gefässe des Wildtyps vermögen rotes 
Pıgment erwartungsgemäss auch dann auszubilden, wenn sie ın 
w-Wirte verpflanzt werden (N). 

Wir prüften schliesslich das Verhalten betrahlter Gefässe der 
Mutante rosy, deren Wirkungsmuster sowohl die Augen, als auch 
die Malpighischen Gefässe erfasst (ry?, 3-51 +, Haporn und 
SCHWINCK, 1956). Das Gen ry? spielt nach den bisherigen Unter- 
suchungen offenbar nur im Pterinstoffwechsel eine Rolle, jedoch 
kaum in der Ommochromsynthese (HADORN und Scuwinck, 1956). 
Die Ergebnisse der Versuchsserien O-Q zeigen, dass Transplanta- 
tionen zwischen Larven des Wildstammes und ry?-Tieren in allen 
Kombinationen zur Pigmentbildung führen, wenn die Gefässe 
bestrahlt wurden. Der Kontrollversuch R verläuft negativ. 


b) Papierchromatographische Untersuchungen 


Zunächst untersuchten wir Malpighische Gefässe aus erwach- 
senen Kontrolltieren auf ihren Gehalt an fluoreszierenden Stoffen. 
Dabei verwendeten wir im wesentlichen die von Haporn und 
\rrener (1951) angegebene Methode. Eine Mischung von Propanol 
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und 5%igem Ammoniak im Verhältnis 2: 1 diente in der üblichen 
Weise als Lösungsmittel. Den von DANNEEL und ZIMMERMANN 
(1954) als Knurenin identifizierten Fleck fanden wir in unserer 
Untersuchung für Malpighische Gefässe aus Wildfliegen, nicht aber 
in Chromatogrammen von v-Gefässen; unser Fleck stimmt in R, 
und Fluoreszenz mit reinem Kynurenin überein. 

Weiter chromatographierten wir mit demselben Lösungsmittel 
bestrahlte Malpighische Gefässe des Wildtyps, die unser rotes Pig- 
ment enthielten. Dabei fanden wir im Chromatogramm keine Spur 
des roten Pigmentes; dieses ist somit bestimmt nicht mit 
den roten Augenpigmenten (Drosopterinen) 
identisch, die bekanntlich stark hellrot fluoreszieren (Viscon- 
TINI, HADORN und KARRER, 1957). 


Il. WEITERE VERSUCHE ZUR PIGMENTBILDUNG 


Die verwendeten Methoden werden bei den einzelnen Versuchs- 
serien beschrieben. 
a) UV-Dosis 


In den Serien B-Q fällt auf, dass die Implantate regelmässig 
zerfallen. Um zu entscheiden, ob die Pigmentbildung an ein Ab- 
sterben der Implantate gebunden sei, senkten wir die Bestrahlungs- 
dosis. Werden die Gefässe nur eine Minute lang bestrahlt (S), so 
bleiben sie intakt, ohne aber weniger Ommochromkörner zu ent- 
halten; auch in zehn Tage alten Wirtsfliegen können wir an den 
Implantaten keine Veränderungen feststellen, die auf ein Absterben 
hinweisen würden. Senken wir die Dosis weiter auf 30 Sekunden, so 
vermögen die Implantate noch kein bei Lupenvergrösserung sicht- 
bares Pigment auszubilden (T). 


b) Andere Schädigungen 


In Versuchsserie U haben wir die Malpighischen Gefässe ın sechs 
Teile zerschnitten und unbestrahlt transplantiert. Die Einzelteile 
zerfielen zu kleinen Resten, in denen wir stets rotes Pigment fanden. 
— Wurden intakte Gefässe nach der Sektion für 40 Minuten mn 
destilliertes Wasser verbracht und dann transplantiert, bildeten 
sie ebenfalls rote Pigmentkörner aus (V). — In einem weiteren 
Versuch brachten wir Malpighische Gefässe aus Wildlarven vor 
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der Transplantation an das ÖOberflächenhäutchen eines Holtfreter- 
tropfens und setzten sie während 20 Minuten der mechanischen 
Beanspruchung durch die Oberflächenspannung aus (W). Auch 
diese Behandlung führte zur Pigmentbildung in den Implantaten. 
Allerdings fanden wir in diesem Experiment bei weiten nicht soviel 
rotes Pigment wie nach Bestrahlung. Lassen wir die Oberflächen- 
spannung nur während 4 Minuten auf die Gefässe einwirken, so 
bilden die Implantate keine Ommochromkörner, wenn sie nicht 
gleichzeitig bestrahlt wurden (X, vgl. B-Q). 

Wir können aus diesen Untersuchungen zwei Schlüsse ziehen: 
Die Entstehung der Pigmentkörner ıst nicht an ein Ab- 
sterben der Malpighischen Gefässe gebun- 
den (Dosisexperimente); sie ist auch nicht ein spezi- 
fischer Bestrahlungseffekt. 


III. Die LOKALISATION DES PIGMENTES 


Entsteht das rote Pıgment ım Lumen des Malpighischen 
Gefasses durch Umwandlung anderer Stoffwechselprodukte, wird 
es diffus sezerniert und fällt erst im Lumen aus, oder stellt seine Bil- 
dung eine spezifische Zellleistung dar ? Zur Beantwortung dieser 
Fragen wurde eine Anzahl experimentell geschädigter und implan- 
tierter Gefässe der Versuchsserie S (Tab. S. 451) mikroskopisch 
untersucht. 


a) Methode 


1. Frischuntersuchung in Holtfreterlösung oder 1% NaCl- 
Lösung im Quetschpräparat. 


2. Fixierung in Carnoy’scher Flüssigkeit, Einbettung in Paraf- 
fin über Dekalin. Schnittdicke 5—7 u. 


b) Ergebnisse 


Am frischen Präparat wurde das Pigment je nach Schädigungs- 
grad der Gefässe in verschiedener Gestalt angetroffen. 

|. Bei erhaltener Gesamtform der Zelle und beginnender 
Pigmentbildung wurden einzelne und gruppierte dunkelkarminrote 
Körner von ea. 1-2 u Durchmesser im Plasma festgestellt. Dazu 
linden sich kleine Vakuolen mit staubförmigem Pigmentbesatz; cin- 
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zelne Vakuolen weisen neben sıchtbaren dunkelroten Körnern eine 
diffuse blassrote Tönung auf. 


2. Von zerfallenden Zellen sondern sich häufig rundliche 
Plasmaglobula ab. Sie enthalten manchmal dunkelrote Pigment- 
körner. In einzelnen Fällen war deutlich zu sehen, dass die Pigment- 
körner ins Innere der Plasmakugeln vorragten und ihnen keineswegs 
nur äusserlich anhafteten (Abb. 1). 

Diese Befunde deuten darauf hin, dass die roten Pigment- 
körner ım Zellplasma entstehen. Es war aber 
keinerlei Beziehung zu den normalerweise 
im Plasma befindlichen gelben Pigmentora- 
nula festzustellen. Die gelben Pigmentgranula 
haben Tropfenform. Häufig sieht man an der 
lebhaften Brown’schen Bewegung einzelner 
Partikel im Innern der gelben Pigment- 
granula, dass ıhr Inhalt flüssig ist. Zwischen Ta 
gekreuzten Polarisationsfiltern leuchten sie i 








hellgelb auf. Die roten Pigmentkörner da- 
gegen sind von viel unregelmässigerer Gestalt 
und bestehen offenbar aus fester Substanz; 
zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern blei- 
ben sie dunkel. Es sind keinerlei Übergänge 
von den gelben zu den roten Granula zu 
finden. 


ABB. 1. 


Bildung roter Pig- 
mentkörner in ei- 
nem bestrahlten Mal- 
pighischen Gefäss. 
Einzelne Plasmaglo- 
bula mit Pigment- 
körnern. Halbsche- 
matisch. Vergr. ca. 


| 1300 x. 
Die Schnittpräparate (Abb. 2) liefern die 


endgültige Bestätigung der intrazellulären 

Bildung des Pigmentes. Sie zeigen fernerhin, wie grössere Pigment- 
brocken dem Lumen des Malpighischen Gefässes zugeschoben 
werden, bis sie schlussendlich aus dem Zellverband herausbrechen 
und frei ins Lumen des Gefässes zu liegen kommen. Solche grössere 
Pigmentkonglomerate können 40—50 u Durchmesser erreichen. 


IV: Dit ZEIT DER PIGMENTBILDUNG 


Einige Stichproben zeigten, dass traumatisierte Malpighische 
Gefässe im Rahmen der auf S. 450 uff. beschriebenen Experimente 
(Versuchsserie B, Tab. S. 451) bereits 24 Stunden nach Verpuppung 
der Wirte vereinzelte rote Pigmentkörnchen bilden können. Sind die 
Wirtspuppen 44 Stunden alt, so ist in den Implantaten die Pıgment- 
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bildung in vollem Gange. Zu dieser Zeit konnte mikroskopisch ın 
den Augen der Wirte noch keinerlei Ausfärbung von Granula 
festgestellt werden. 


IK 





ak fk 
ABB. 2. 


Bildung roter Pigmenkörner in einem bestrahlten Malpighischen Gefäss. 
Ungefärbter Längsschnitt 7 u. Phasenkontrast. Halbschematisch. Vergr. 
ca. 920 x. aK, in Ausstossung befindliche Körner; fK, im Lumen befind- 
liches freies Korn; iK, intrazelluläre Körner. 


DISKUSSION 


Die leuchtend gelbe Farbe der Malpighischen Gefässe der Wild- 
rasse von Drosophila melanogaster ist bei einer grossen Anzahl von 
Mutanten verändert (BREHME and Demerec, 1942). Die Malpi- 
ghischen Gefässe solcher Mutanten sind durch veränderten Gehalt 
an gelbem Pigment gekennzeichnet. Oster (1950) hielt Larven auf 
nboflavinreichem Futter und erreichte auf diese Weise beim Wildtyp 
und bei einigen Mutanten tiefgelbe oder orange Ausfärbung der 
Malpighischen Gefässe. Da die gelbe Farbe der Gefässe bei der 
Wildrasse sehr wahrscheinlich durch Riboflavin verursacht wird 
(DanneeL und Escuricu, 1956), können die Befunde von OSTER 
(1950) wohl einfach durch Akkumulation dieses Stoffes in den Malpi- 
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ghischen Gefässen erklärt werden. — Ciancy (1955) beschreibt 
einen Drosophilastamm (In (2LR) 40d) mit roten Malpighischen 
Gefässen. Er kann zeigen, dass die Rotfärbung dadurch zustande 
kommt, dass die Augen degenerieren und das freigewordene Pig- 
ment in den Malpighischen Gefässen akkumuliert wird. 

An der Mutante „red Malpighian tubules“ (Oster, 1954) konnten 
ASLAKSEN und HaAporn (1958) zeigen, dass es sich bei dem roten 
Pigment sehr wahrscheinlich um ein Ommochrom handelt. Sie 
fanden weiter, dass Malpighische Gefässe des red-Stammes rot 
pigmentiert bleiben, wenn sie in Larven des Wildstammes trans- 
plantiert werden; sie verhalten sich also autonom. Schliesslich 
beobachteten die Autoren, dass Gefässe aus Wildlarven in einigen 
Fällen auf begrenzten Arealen rotes Pigment bildeten, wenn sie 
in red- Wirte verpflanzt worden waren. ASLAKSEN und HADORN 
halten es für möglich, dass der red- Wirt dem Implantat für die 
Pigmentbildung notwendige Vorstufen zur Verfügung stelle. Nach 
den Erfahrungen der vorliegenden Arbeit ist es möglich, das nicht- 
autonome Verhalten der +-Implantate dahin zu erklären, dass die 
Malpighischen Gefässe bei der Transplantation leicht geschädigt 
wurden und in der Felge rotes Pigment unabhängig vom Wirts- 
genotyp ausbilden konnten. 

Jones and Lewis (1957) beschreiben eine Mutante „red cells“ 
(rc, 2-26.0 +), bei der in Fettzellen ein rotes Pigment von Ommo- 
chromnatur vorkommt. Auf grund ihrer Beschreibung müssen wir 
annehmen, dass die Ablagerungsform des rc-Pigmentes von der 
unseres Pigments verschieden ist. 

Unsere Untersuchung macht es wahrscheinlich, dass die Bildung 
von Ommochrompigment (oder -pigmenten) in den Malpighischen 
Gefässen durch ganz unspezifische Schädigungen veranlasst werden 
kann. Dieser Effekt könnte wie folgt gedeutet werden: BUTENANDT, 
BIEKERT und Linzen (1956) liessen Dopa, 3-Oxykynurenin und 
Tyrosinase in vitro miteinander reagieren und erhielten auf diese 
Weise das Ommochrom Hydroxanthommatin (vgl. GLassman, 1957). 
Eine experimentelle Zellschädigung, wie wir sie in unseren Ver- 
suchen erhalten haben, könnte über den Weg einer Permeabilitäts- 
veränderung eine ähnliche Reaktion in vivo ermöglichen. Es ist 
nicht undenkbar, dass das red-Gen auf ähnlichem Weg zur Bildung 
des roten Pigments in den Malpighischen Gefässen führt. Wir 
dürfen allerdings nicht übersehen, dass die Identität des roten 
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Pigments der red-Mutante und unserer Implantate noch nicht 
sichersteht, wenn auch beide zweifellos zur Gruppe der Ommo- 
chrome gehoren. 

Im schwer geschädigten Auge der Mutante lozenge-clawless von 
Drosophila melanogaster (ANDERS, 1955) nimmt das braune Pig- 
ment zum Teil die gleiche Gestalt an, wie wir sie für unser Pigment 
beschrieben haben. Daraus kann man ersehen, dass dies eine durch- 
aus mögliche Erscheinungsform der Ommochrome ist, und dass 
gerade ein Zellschaden ihre Entstehung begünstigen kann. 

Die Ommochrome bilden eine heterogene Gruppe von roten und 
braunen Farbstoffen, die sich alle aus Tryptophan über Kynurenin 
und 3-Oxykynurenin ableiten (Zusammenfassung bei BUTENANDT, 
1953). BECKER (1942) fand, dass die Ommochrome eine bei den 
Insekten weitverbreitete Stoffgruppe sind; für unsere Unter- 
suchung ist im besonderen interessant, dass Ommochrome in den 
Malpighischen Gefässen von Phryne (Diptera, Rhyphidae) fest- 
gestellt wurden. Rotfärbung der Malpighischen Gefässe kann dem- 
nach eine durchaus natürlicher Vorgang sein. 

Interessant scheint uns der Befund, dass bestrahlte Malpighische 
Gefässe des white-Stammes -gleich wie w-Augenscheiben- sich im 
Transplantationsexperiment autonom verhalten. Es scheint, dass 
den w-Gefässen und den w-Augen in gleicher Weise das grund- 
legende Substrat zur Pigmentbildung mangelt. 

Entwicklungsphysiologisch ist die Tatsache bemerkenswert, dass 
die Zellen der Malpighischen Gefässe durch Schädigung zu einer 
Leistung veranlasst werden, die sonst den Zellen der Augenanlage 
vorbehalten ist. Dass auf genetischer Grundlage eine mindestens 
sehr ähnliche Leistung zustandekommen kann, wurde von ASLAKSEN 
und Haporn (1958) bei der Mutante „red“ nachgewiesen. Die 
Autoren fanden, dass die Gene ¢* und en" für das Zustandekommen 
der red-Phäne von Bedeutung sind. Anderseits zeigen die in unseren 
Experimenten an den Mutanten v und cn erhobenen Befunde, dass 

bei der Bildung des roten Pigmentes an atypischer Stelle — Erb- 
faktoren massgebend beteiligt sind. Auf dem jetzigen Stand der 
Untersuehung lässt sich noch nicht entscheiden, ob unsere Ergeb- 
nisse eine echte Phänokopie der Mutante red darstellen. Die Ge- 
samtheit der Befunde spricht jedenfalls dafür, dass die Realisation 
einer Phänokopie nur in einem bestimmten genotypischen Miheu 
erfolgen kann. 
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SUMMARY 


It has been found that larval Malpighian tubes of Drosophila 
melanogaster, when irradiated with UV-light and transplanted into 
host larvae, may form a red pigment. 


1. When vermilion or cinnabar is used both as denor and host, 
no red pigment is formed. If v or en Malpighian tubes are trans- 
planted into + hosts or vice versa, the red pigment is formed. 
The addition of kynurenin to v and 3-hydroxykynurenin to cn-hosts 
permits the formation of the red pigment. + tubes form the pig- 
ment in white hosts, but white tubes do not form the pigment in + 
or w hosts. ry” behaves the same as +. It is concluded that the red 
pigment is probably an ommochrome. 


2. The formation of the red pigment is not a specific result of 
UV-irradiation. It was also formed after exposure to a hypotonic 
solution and after mechanical damage. It is concluded that the 
pigment formation is probably a nonspecific traumatic pheno- 
menon. 


3. The red pigment is first formed intracellularly early in pupal 
development (24 hours at 25° C), before there is any sign of pig- 
ment in the eyes. It later moves into the lumen of the Malpighian 
tubes. 
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